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Synthelisches Polypeptid, das eiue oder meluere defluierte Sequenzen von 
PrP Oder davon abgeleitete Sequenzen euhalt, die von PrpSc . bindea£len 
Substanzen erkannt werden. 

Synthetisches Polypeptid nach Anspruch I, bei dem die Sequenz einer de, 
folgenden Formeln entspricht und mind, eine de, genannten Sequenzen 
Oder eine Kombination meluerer Sequenzen enthalten isr: 

a) G'y-Rl-Asp-R 2 -GIu-Asp-Arg-(Tyr-Tyr) 

b) (GlnHVal)-Tyr-Tyr-R 3 -P 10 . R4-Asp.R5.Tyr- R 6 -(Asn-Gln) 

c) Cys-R 7 -T[u-Gln-Tyr.R 8 -R 9 -Glu-Ser-R I0 -Ala-(R 1 ,-Tyr) 

d) (Tyr-Arg)-GIu-Asn-Met-R , z-Arg-Tyr-Pro-Asi.-CGIn-Val-Tyr) 

in denen R, =As„ oder Ser, R 2 = Trp oder Tyr, R 3 = Arg oder Lys, R 4 = 
Met, Val oder Ala, R 5 = Gin, Glu oder Arg, R 6 = Ser oder As.,. R 7 = Val, 
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Tlu oder He, Rg = Gin oder Glu, R9 = Lys, Arg oder Gin, Rjo = Gin oder 
Glu, R[ i = Tyr, Ser oder Ala und R\j ~ His, Tyr oder Asn ist und die in 
Klammem angegebenen Aininosauren nicht zwingend voihanden sind. 

Synthetisches Polypeptid nach Aiispmch 1, bei dem die Sequenz einer der 
folgenden Formeln entspriclit und mind, eine der genamiten Sequenzen 
oder eine ^Combination inelueier Sequenzen enthalten ist: 

e) Gly-Tip-Gly-GIn-Pro-His-Gly-Gly-GIy-Tip-Gly-Gln-Pro-His-Gly 

f) Lys-Pro-R 14-Lys-Pro-Lys-Tlu -R 1 4-R 1 5-Lys-His-R 16-Ala-GIy 

g) Tyr-R[6-Leu-GIy-Ser 

h) Ser-Ala-Met-Ser-Aig-Pro-R 1 7-R 1 7-His-Phe-Gly-R 14-Asp 

i) Asn-Met-Ri8-Aig-Tyr-(Pro-Ri4)-(Gln-Val-Tyr-Tyr-Ri9) 

in denen R14 = Asn oder Ser, R15 = Met, Leu oder Phe, R[g = Met oder 

Val, R^7 = He, Leu oder Met, Rjg = His, Tyr oder Asn und R19 = Lys 

oder Arg ist, und die in Klammem angegebenen Aininosauren oder Se- 
quenzbereiche nicht zwingend voihanden sind. 

Synthetisches Polypeptid nach eineni der Anspriiche 1-3, dadurch ge- 
kennzeiclinet, daB die Sequenz ggf Tiber eine ubliche Spacersequenz mit 
einer ,, Konformations"-sequenz gekoppelt ist, die die Ausbildung einer de- 
flnieiten Konformation des synthetischen Polypeptids induziert 

Synthetisches Polypeptid nach einem der Anspriiche 1-4, dadurch ge- 
Uennzeichnet, dafi die "Konformations M -sequenz die Ausbildung eines (1- 
S trends induziert 



Syi.tlieliscl.es Polypeptid nacl, Anspruch 2, 4 und 5 entsprecl.end eine, der 
folgendeii Formeln : 



e) ( X )-(Gly)-Ala-Val-V a |-Gl y -Gly-Leu-Gl y -Gly-T y r-(R,3).Z-Ty 1 -. 
Ty.-R3-P,o-R4-Asp-R 5 -T y r-R6-(Asn-Gln)-(Y) 

0 ( X )- T y«-Ty»-R3-P.o-R4-Asp-R 5 -T y r-R 6 -(Asn-GIn)-Z-(Gly)-Ala- 
Val-Val-Gl y -Gly-Leu-Gly-Gly-Tyi.(R l3 )-(Y) 

wobei X und Y beliebige Aminosauresequenzen sind, Z ein Ubliche, 
Space. z.B Gly-Gly ist, R 3 = Arg oder Lys, R 5 = Gin, Glu ode. Arg, R 6 = 
Se. ode. Asn und R 13 = Met oder Va! ist, und die in Klanunern gesetzten 
Sequenzbereiche nicht zwingend vorl.anden sein miissen. 

Synthetisches Polypeptid nach einem der vorl.ergehenden Anspruche, da- 
durcl. gekennzeichnet, daB es in inindestens einer Teilsequenz in retro- 
Form voiiiegt. 

Sy.Uhetiscl.es Polypeptid nach einem der vorhergehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, daB mindestens eine der enthaltenen Aminosauren 
in der D-Form voiiiegt. 

Synthetisches Polypeptid nach einem der vorhergehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, daB es in derivatisierte. Form vorliegt. 

Phannazeutische Zubereitung zur Tlierapie von Prioneikraukungen, da- 
durch gekennzeichnet, daB sie mindestens eines der in den Anspruche., I 
- 9 genaunten synthetischen Polypeptide ode, mind, eine die definie.ten 
Sequenzen erkennende P«pSc-bi IK lende Substanz in einer zur Therapie 
oder Vorbeugung ausieichenden Dosis enlhalt. 



Miltel zur Diagnose von Prionerkraitkungen, dadurch gekennzeichiiet, 
dali es mindestens eines der in den Anspruchen 1 - 9 genaiuiten syntheti- 
schen Polypeptide oder mind, eine die definierten Sequenzen erkeiuiende 

PrP Sc -bindende Substanz in einer fur den jeweiligen Nachweis ausrei- 
chendeu Dosis enthalt. 

Impfstoff zur Vorbeugung und Therapie von Prionetkrankungen mit min- 
destens einem der Polypeptide gemali den Anspruchen I - 9 oder mind, ei- 
ner die definierten Sequenzen erkennende PrPSc. S p e zifischen Substanz in 
einer zur Iminunisierung ausreichenden Dosis. 

Pharmazeutische Zubereilung, Miltel zur Diagnose oder Impfstoff nach 
einem der Anspruche 9-12, dadurch gekennzeichnet, dafi die enthalteue 
PrpSc -bindende Substanz rekombinant erzeugtes rbPrp mit der in Fig 4 
wiedergegebenen Formel bzw. artspezifischer Abweichungeu davon ist. 

DNA-Molekul, das mindestens fur eines der synthetischen Polypeptide 
nach den Anspruchen I bis 9 kodiei t. 

Kit zur Detektion von PrP Sc bzw. von Antikorpeni dagegen, dadurch ge- 
kennzeichnet, dalJ er mindestens ein synthetisches Polypeptid nacli den 
Anspruchen 1 bis 9 enthalt. 

Verfahreu zur Herstellung von PipSc spezifischen Antikbipern, dadurch 
gekennzeichnet, dafi nicht-menschliche Saugetiere mit mind, einem Poly- 
peptid gemali der Ajtspriiche 1-9 hnniuuisieit vverdeu und der bzw die da- 
gegen gebildete(n) Antikotper nach einer zur hnmunisierung ausreichen- 
den Zeitperiode auf iiblichem VVege aus dem Saugetier isoliert werden. 
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Verfahren zur Detektion von PipSc spezifischen Oberflachensequenzbe- 
reichen, dadurcli gekemizeichnet, dafi eine PrP-spezifische Peptidbank 
mit PrPSc bindenden Substanzen inkubiert und mittels gangiger Visualisa- 
lionsteclmiken die bindenden Bereiche der Peptidbank sichtbar gemaclit 
und daraus die Sequenzbereiche ennitlelt werden. 



18. 



Verwendung der Polypeptide nach den Aiispruchen 1-9 in einer phanna- 
zeutischen oder chemischen Libiaiy zur Delektion von von PipSc . 
spezifischen Wirkstoffen. 



Patentanwalte : 
Schaefer & Emmel 



• • • 



• • • • 



•Dipl. "Phvs. Kotirad SclTaefcr 



Dipl. - Biol. Dr Thomas Emmel 



European Patent Attorneys 



Tel:(0)-40-656205 I Fax -6567919 



Geliolzwcg 20, D-22043 Hamburg 



Commerzbank 22 / 58226 Biz 200 40 000 
Postbauk 225058 - 208 Biz 200 10 020 



19. September 1997 
Our Ref.: 01637 



PPJONICS AG 

Universitat Zurich, Winlerthurerstr. 190, CH-8057 Zurich 



Synthetische Polypeptide zur Diagnose und Therapie von Prionerkiankungen 



Die vorliegende Erfindung bezielit sich auf synthetische Polypeptide, die insbe- 
sondere bei der Diagnose, Vorbeugung und Behandlung von einer Reihe von 
ubertiagbaren, degenerativen neurologischen Erkiankungen Verwendung fiuden 
konnen. Diese Erkiankungen werden unter dent Begriff spongifonne Enzephalo- 
patien oder auch Prionerkiankungen zusanunengefalit. Sie lieten in unterschiedli- 
chen Saugetierspezies auf, z.B. als Scrapie bei Schafen, als BSE bei Kuhen und 
als Kut u oder Creutzfeldt-Jakob-Kraiikheit bei Menschen. 

Als einziges init dem infektiosen Agens assoziiertes Molekul wurde bislang ein 
krankheitsspezifisches Prionpiotein (PrpSc) gefunden, das eine abnonne Isofotin 
eines nonnalen Wirtsproteins (Pi l'C) unbekaiuiter Funktion ist. Beide Isofoimen 
PrP Sc und PrP c stimmen bezuglich Molekulargewicht und Aminosauiesequenz 
uberein. Sie unterscheiden sich in ihrer raumlichen Faltung und iluen Eigen- 
schaften. Waluend z.B. PrpC Qbervviegend a-helicale Sekundarstrukturen besitzt, 
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loslich und proleaseverdaubar ist, weist P. pSc vor al , ein G-Faltblaltstrukturen auf, 
ist unloslich und kann von Proteasen nur teilweise abgebaut werden. Viele ludi- 
zien, iusbesondere die Abwesenheit von andeien Molekuien auBer P.pSc iln 
Prion, und vor ailem die Abwesenheit von Nukleinsauren, deuten darauf hin, dafJ 
PrPSc eine (wenn nicht die) zentrale Rolle bei der Auslosung der oben genannten 
Krankheiten zukommt. Es wird angenommen daB P,pSc_p rote j n e in der Lage 
sind, nonnale PrPCp 10t eine in die krankheitsspezifische Faltung zu konvertie- 
ren, was die Infekliositat von PrPSc. Proteinen ei klaren wuide. 

Es scheint dahe. vielversprechend ausgeliend von P,pSc a i s zentla i ein (o an k- 
heitsmolekul Therapie- oder Diagnosemogliclikeiten zu entwickeln. 

Aufgabe der Erfindung ist in diesem Zusanune.dmng, synthetische Polypeptide 
bereitzustellen, die immunogene Eigenschaften oder generell Bindungseigen- 
schaften des PrPSc nicht jedoch dessen Infekliositat aufweisen. 

Gelost wird die Aufgabe mit syntlietiscl.en Polypeptide.! entsprechend des An- 
spmches 1. 

Es handelt sich dabei urn Polypeptide, die eine oder mehrere definierte Sequen- 
zen des PrP (P,P bezeiclmet das Prionprotein i,n allgemeinen unabhangig von 
seiner Konfonnation) enthalten, wobe, diese Sequenzen von PrPSc_bj„denden 
Substanzen in z.B. den weiter unten beschriebe Iie n Mapping-Experimenten er- 
kannt werden. Es gibt eine ganze Reihe von unterschiedlichen PrpSc spezif1sch 
bindenden Substanzen. Beispiele hierfur s.nd weiter unten angegeben. 



ZusanunengefaBt enthalten die e.flndungsgemafien synthetischen Polypeptide 
damit m.ndestens eine Sequenz, die in, native,, P. pSc au dessen 0 be,nacl, e an- 



geordnel ist uad doit alleine oder in Verbindung init weiteren der im Ralunen der 
Erfindung einsetzbaren Sequenzen eine Bindungsstelle bilden. An der Ausbil- 
dung dieser PrPS c -spezifischen Oberflachenstrukturen ist mindestens eine der 
beiden im Struktunnodell des rekombinanten PrP vorhandenen B- 
Faltblattstrukturen, oder beide, beteiligt. Es wild angenominen, daB diese Struk- 
turen im PipSc a | s Nukleationspunkt bei der Ausbildung der Oberflache einen 
dominierenden EinfluB haben. 

Kiinstliche Polypeptide, die im nativen PipSc vorhandene Bindungsstellen simu- 
lieren, koiuien sowohl zur Therapie oder Diagnose als auch zur Vorbeugung und 
sonstigen Anwendungszwecken von Interesse sein. 

Unter die Erfmdung fallen insbesondere synlhetische Polypeptide, die einen oder 
melirere der im Anspruch 2 genannten folgenden Sequenzbereiche aufweisen: 

a) Gly-R i -Asp-R2-Glu-Asp- Ai g-(Tyr-Tyr) 

b) (Gln)-(Val)-Tyr-Tyr-R 3 -Pro- R4-Asp-R 5 -Tyr- R 6 -(Asn-Gln) 

c) Cys-R7-Thi-Gln-Tyr-R8-R9-Glu-Ser-R iQ-Ala-CR! [-Tyr) 

d) (Tyr- Arg)-Glu-Asn-Met-R [ 2 - Arg-Ty r-Pro- Asn-(Gln- Val-Tyr) 

in denen R| =Asn oder Ser, R 2 = Tip oder Tyr, R3 = Arg oder Lys, R4 = Met, 
Val oder Ala, R5 = Gin, Glu oder Arg, Rg = Ser oder Asn, R7 = Val, Thi oder 
He, Rg = Gin oder Glu, R9 = Lys, Arg oder Gin, R[q = Gin oder Glu, Rj [ = Tyr, 
Ser oder Ala und R[2 ~ His, Tyr oder Asn ist und die in Klauuuern angegebeneu 
Aminosauren niclit zwingend vorhanden sind. 

Weitere synlhetische Polypeptide im Ralunen der Erfmdung konnen nach An- 
spruch 3 eine oder mehrere der folgenden Sequenzen enthalten: 



e) Gly-Trp-Gly-Gln-Pro-His-Gly-Gly-Gly-Trp-Gly-GIa-Pro-His-Gly 

0 L ys-P«o-R 14 -L y s.Pro-L y s-Tlu-R 14 -R 15 -Lys-His-R 16 -Ala-Gly 

g) Tyr-R, 6 -Leu-Gly-Ser 

10 Ser-Ala-Met-Ser-Arg-Pro-R ( 7 -R , 7 -His-PI,e-Gly-R I4 -Asp 

') As,l -Met-Ri8-Aig-Tyr-(P,o-R I4 )-(Gln-V a !-T y r-Tyr-R I9 ) 

in denen R 14 = Asa oder Ser, R 15 = Met, Leu ode, Phe, R 16 =M et oder Val, 

*I7= He, Leu oder Met, R 18 = His, Tyr oder Asn und R I9 = Lys oder Arg ist und 

die in Klanunern gesetzten Aininosauren oder Sequenzbereiche nicht zwingend 
voihanden sind. 

Die Sequenze,, ge,„aB Anspmch 2 und 3 wurden „, sogenannten "Mapping- 
Expernuenteu" auf einer uumobilisierten Peptidbank gefunden. Auf der be„u(zte„ 
Pepudba.dc (erhaltlicl, von Jerini Bio.ools, Berlin, s.nd 104 Peptide ,„i t jeweils 
13 Arnmosiluren mi, ilu-em C-.e„nina[e„ Ende auf einer Cellulosemembran befe- 
sngt. S,e decken die gesamte Sequenz des PrP (PrP bezeichnet im folgenden ge- 
nerell die den, Prionprolein zugrundeliegende Aminosauiesequenz unabhangig 
von der (Conformation) ab und sind so angeordnet. daB sie um jeweils zwei Ami- 
nosauren verscl.oben smd, d.l, jeweils II Anunosauren zwischen zwei benach- 
barten Peptide,, uberlappen. In mehreren Mapping-Experimente., wurden Peptid- 
banke mit unterscluedlichen P,pSc billdenden Subslil „ ze „ beaufsc| „ agt ^ ^ 
Bmdung dieser Substanzeu an spezielle Sequenzbereiche unler Verwendung z B 
e.nes Chemoluraineszenz-Kits (ECL, Amersham, USA) sicl.tbar gemacht. 

Zu, Ennhtlung der Sequenzen ge.naB Ansprucl, 2 wurden in "Mapping- 
Experimented als PrpSc. binde „ de Subs,a„zen ei„ PrPSc sue2ifische ,. 

der Bezeichnung I5B3 und (wie in eigenen Vorversuchen geze.g, wurde 



ebenfalls PrP Sc -spezifisches) rekombinantes bovines-Pi P (rbPrP) init der in Fig 4 
angegebenen Sequenz eingesetzt. Zur Herstellung von rbPrP kaiui z.B. eine Zell- 
linie (z.B. E. coli) mil einem Vektor, der rbPrP expriniiert, ia einein geeigneten 
Medium (z.B. Luria-Brotli) angezogen und dami aus den Inklusionskorpern der 
Zellen nach Lysis und weiteren konventionellen Reinigungsmethoden das Prion- 
Protein isoliert werden (siehe auch Hornemann et al., FEBS-Letters (97) 413 (2; 
277-281)). 

Bei 15B3 handelt es sich urn einen unlangst von den Eifindem entdeckten mono- 
klonalen PrP Sc Aiitik6rper. Hybridomazellen, die die genannlen (PrPSc spe zifi- 
schen) Antikoiper 15B3 produzieren, wurden am 13. Februar 1997 unter der 
Nummer DSM ACC2298 bei der deutschen Sanunlung von Mikrootganisinen 
und Zellkulturen GmbH in Braunschweig hinterlegt. 

In beiden Fallen erkannten die beiden unterschiedlichen bindenden Substanzen, 
der Antikoiper 15B3 und das rekombinante rbPrP ubereinstimmend die Sequen- 
zen a-d gemaB Ansprucli 1, wie fur 15B3 in Fig. 1 und fur rbPrP in Fig. 2 wie- 
dergegeben. 

Die in Fig 1 und 2 angegebenen Nummern bezeichnen die unterschiedlichen 
Peptidsequenzen der Bank, an denen der monoklonale Antikoiper 15B3 bzw 
rbPrP bindet. Die erfindungsgemaBen Sequeuzen entsprechen dabei jeweils den 
den jeweiligen raumlich benachbaiten Bindungspeptiden gemeinsamen Berei- 
chen. Fig. 2 gibt dabei wie bereits erwalint das Ergebnis eines Mappingexperi- 
meiites wieder, dessen Bedingungen dem in Fig. 1 dargeslellten Expeiimetit ent- 
sprechen. Hier wurde lediglich der Antikoiper 15B3 gegen rekombinantes bovi- 
nes rbPrP ausgetauscht. Die Biudungsstellen des rekombinanten rbPrP sind auf 
der aus technischen Grunden nicht besser wiederzugebenden Darstellung mit 



Ma,kie,u„ge„ havorgehoben. Es l.andele sich u,n ,„i t Fig. I Obnanrtmma.de 

Bindungsstellen. 

Die in Ansprucl, 3 angcgebencn Sequenzen warden ebenf.ll S mittels Mappingex- 
perunenten ermittelt. Allerdings wurde hie, als erkauiende Substanz nicht ein 
AntikOrper oder rbPrP, sondern der Fa, bstoff Kongorot eingesetzt, dessen spezi- 
fische Bindung fur PrpSc bereits seit „ ngerem ^ ^ ^ 

35, 349-358; 1983). Fig. 3 zeigt die entsprechende Pcptidbank mit den angefarb- 
ten Bindungsbereichen, aus dene,, wie oben angegeben die Sequenzen e-i emit- 
telt wurden. 

In den Fig. 1-3 erkennt man, daB es sich bei den Sequenzen a-d bzw e-i u,n nicht 
l-near zusa,mnenhang e nde Sequenzen aus PrP handelt. An einem 3- 
dimensionalen Modell eines C-tenninalen Fragments von rekombinautem Maus- 
PrP kormte gezeigt werden, daB sich hie, zwei der im Anspruch 2 angegebenen 
Sequenzen a-d in raumlicher Nahe zueinander befinden. Mit groBe, Wahrschein- 
Uclikeit ist davon auszugehen, daB bei der Konfonnationsanderung auch die bei- 
den anderen Sequenzen eine andere Position ei,u ie Iunen, dergestalt daB im P, pSc 
woh! aile vier Sequenzen a-d benachbart angeordnet sind und mit hohcr Walu- 
scheinliclikeit ein konformationelles Epitop ausbildeu. 

Die beanspruchten Sequenzen stellen da.nit Sequenzbereiche dar, die ,n eine, 
Peptidbank einzeln von z.B. eine.n P,pSc_ spezifischeil ^_ 
den und die dariibe, hinaus mit holier Wahrscheinliclikeit im native,. Pr P Sc. 
Protein einzeln oder zu melueren eine,, oberflachlichen Bindungsbereich z B 
em Epitop ausbilden. Unter Ep.top wird der spezifische antigene Ort auf de, 
Oberflache des PrpSc Proteins verstanden de ,. 2 g ^ ^ ^ ^ ^ 
gebunden werden kann. 



Ei findungsgemaB werden damit syuthetische Polypeptide bereitgestellt, die 1111 
Mindestfall eine der von den genannlen PipSc bindenden Substanzen in der Pep- 
lidbank erkannten Sequenzen (sowie moglicherweise zusatzliche) enthalten. 

Kiinstliche Polypeptide, die einen antigenen Bereich von PrP Sc aufweisen, sind 
bereits in der WO 93/11153 angegeben worden. Die doit genannten Sequenzen 
stellen relativ umfangreich Ausscluiitte aus der Pt P-Sequenz dar. Die genaue Ab- 
grenzung einer Sequenz, die z.B. ein Epitop ausbildet oder daran beteiligt ist, 
fehlt, was insbesondere den raumlichen Nachbau von minitnalen synthetisclien 

Polypeptiden mit z.B. der hnmunogenen VVirkung von PrP Sc erschwert bzw. un- 
moglich macht. 

Wie oben ausgefulut, koimen die syntlielischen Polypeptide im Minimalfall le- 
diglich aus einer der z.B. im Anspruch 2 oder genaruiten Sequenzen bestehen. Es 
ist aber auch mdglich, sie mit geeigneten weiteren Sequenzen, die im Folgenden 
Konfonnationssequenzen genatuit werden, zu verbinden. 

Theoretisch ware es z.B. mdglich, z.B. die Sequenzen ggf. iiber diese Kouforma- 
lionssequenzen und eventuelle weitere Sequenzen dergestalt untereinander zu 
verbinden, daB die vennutete raumliche Anordnung im PrP Sc -Prolein simuliert 
wird. Im fdealfall wurde man auf diese Weise ein Protein mit einer Oberflache 

(Epitop) erhalten, in dem wie im PrP Sc mehrere raumlich benachbarte Bindungs- 
stellen enthalten sind. 

ErfindungsgemaB ist in einer Ausgeslaltung zunachst jedoch vorgesehen, ledig- 
lich eine der beanspruchten Sequenzen (Sequenz b) dergestalt mit einer Konfor- 
matioiissequenz zu verknupfen, daB ein syulhetisches Polypeptid mit ausreichen- 
der imnumogener Bindungswirkung z.B. fin I5B3 entsteht, wie Untersuchungen 



der Erfinder zeigten. Ein Polypeptid in dicscr Ausgestaltung kann eine der beiden 
folgenden Sequenzen aufweisen: 



j) ( X HGly)-Ala-VaI-Val-Gly-Gly-Leu-Gly-Gly-Tyr-(Ri3)-Z-Tyr- 
Tyi-R3-P,o-R4-Asp-R 5 -Tyr-R6-(Asn-Gln)-(Y) 

k) ( X )-Tyr-Tyr-R3-Pro-R4-Asp-R 5 -Ty«-R 6 -(Asn-Gln)-Z-(Gly)-Ala- 
VaI-Val-Giy-GIy-Leu-Gly-Gly-Tyr-(R|3)-(Y) 

wobei X und Y beliebige Aminosauresequenzen sind, Z ein ublicher Spacer z B 
Gly-Gly ist, R 3 = Arg oder Lys, R 5 = Gin, Glu ode, Arg, R* = Ser oder Asn 
und R 13 = Met oder Val ist und die in Klanunem geselzten Sequenzbereiche 
nicht zvvingend vorhandeu sein mussen. 

Die Sequenz j enthalt in iluem C-terminalen Bereich die Sequenz b, die fiber z.B 
den Spacer Gly-Gly init der sich N-tenninal anschlieBenden Konfonnatiousse- 
quenz verbunden ist. In der Sequenz k ist die Abfolge genau umgekelut. Weitere 
geeignete Spacer sind generell alle solche Sequenzen, die ausieichende Flexibi- 
lity zwischen den verbundenen Peptidbereichen gewaluleisten und keinen Ein- 
fluB auf die Konfonnation haben. 

Beide bevorzugt eingesetzten synthetischen Polypeptide wurden ausgehend von 
der Feststellung konzipiert, daB in PrpSc veistaikt B-Faltblatt-Strukturen auftre- 
ten, wobei in alle, Regel sequenzauf- oder abwarts eine Konfonnationssequenz 
vorliegt, die eine B-Faltblatt-Struktur induziert. Die synthetischen Polypeptide 
gemaB Anspruch 6 wurden daher mit geeigneten Konfonnalionssequenzen ausge- 
stattet, um die Epitopsequenz in einer fur P.pSc. sp e Z ifi sc | ieM B-Faltblatt-Struklur 
anzuordnen. 



Wie allgemein bekaimt, konnen Aininosauren in Abhangigkeit von iluer GroBe 
und iluer Polaritat bzw. Ladung unterschiedlichen Gruppen zugeordnet werden. 
Man nennt die in eine Gruppe fallenden Aminosauren untereinander liomolog 
und unterscheidet folgende 5 Gruppen: 

1. ) Kleine aliphatische nicht polare oder nur geringfiigig polare Sauren: 

Alanin, Serin, Threonin und in Grenzen Glycin, Prolin 

2. ) Polare, negativ geladene Sauren und Hue Aniide 

Asparaginsaure, Asparagin, Glutaminsaure und Glutamin 

3. ) Polare, positiv geladene Sauren: 

Histidin, Arginin, Lysin 

4. ) GroBe aliphatische, nicht polare Sauren: 

Methionin, Leucin, Isoleucin, Valin, Cystein 
6.) GroBe aromatische Sauren: 

Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan 

In vielen Fallen kdnnen in Peptidsequenzen enthaltene Aininosauren durch ent- 
sprechende Sauren aus derselben Gmppe ersetzt werden, ohne daB die Eigen- 
schaften der Sequenz dadurch eine Anderung erfaluen. Unter die Erfmdung fal- 
len daher auch solche Sequenzen, die nicht den explizit genaunten Fonneln ent- 
sprechen, sondeni in deneu ein Austausch einer oder meluerer Aniinosauren ge- 
gen eine homologe Saure vorgenonunen wurde. 

Weiterhin kann gi\indsatzlich davon ausgegangen werden, daB Aininosauiese- 
quenzen unabhangig von iluer Bildungsrichtung unter bestimmten Umstauden 
alinliche Bindungseigenschaften, insbesondere Antikorperbindungseigenschaflen 
haben kounen. Man spricht in diesem Fall von retro- Aininosauresequenzen und 
bezeichnet damit iibereinstiinniende Sequenzen, die in C-oder N-tenninaler 
Richtung gebildet sind (z.B. [N-tenninall-Glu-Ala-VaULeu-tC-tenninal], [N- 
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lenninalj-Leu-Val-Ala-Glu-[C-tei.ninalJ). Falls die verwendeten Aininosauren 
stattder in Tieien vorkomiiienden L-Form in dei chiralen D-Gegenform voi lie- 
gen, so weiden die Epitopbereiche spiegelbildlich ausgebildet und ebenfalls von 
einigen Aiitikdrpein erkaiuit, wobei sich die Isotypen der Antikorper in diesen 
Eigenschaften unterscheiden. Man spricht in diesem Fall von inverso- 
Aminosauresequenzen. Falls sowohl inverso als audi retro-Aininosauren ver- 
wendet weiden, ergeben sich z.B. ubereinsliiniuende Epitopbereiche, die unein- 
gescluankt von dein zur urspriinglichen Sequenz spezifischen Antikorper gebun- 
den werden. Der Vorteil der Verwendung von z.B. retro-inverso- 
Aminosauresequenzen besteht darin, daB D-Aminosauren vom Organismus lang- 
samer abgebaut werden, da sie von den abbauenden Enzymen schlechter erkaunt 
werden. Der gleiche Effekt kanii audi durch die Substitution von nicht naturli- 
chen Aininosauren erzielt werden. Die erfindungsgemaUen Peptide konnen daher 
audi in retro- und/oder inverso Form vorliegen oder weiterhin audi nicht naturli- 
che (also nicht von Organismus produzierte) Aininosauren enthalten. NichtnatQr- 
liche Aminosauren lassen sich durch Synthetisienmg von z.B. zusatzlichen Sei- 
tenketten oder reaktiven Gruppen gezielt mit speziellen Eigenschaften und an 
bestinunte Anwendungszwecke angepaCt herstellen. 



Wie oben ausgerulut, konnen die erfindungsgemaBen synthelischen Polypeptide 
insbesondere bei der Behandlung, Vorbeugung oder audi Diagnose von Prioner- 
krankungen eingesetzt werden. 

Es ist insbesondere daran gedacht, die erfindungsgemalien synthelischen Poly- 
peptide als Impfstoff darzustellen. Dazu wird z.B. eine aus.eichende Menge Pep- 
tid mit Freund's komplettem Adjuvans aufgelost und subkutau oder intramuskular 
mjizieit. In meluwdchigen Abstanden wird wiederuin eine inimunogene Menge 
Peptid in Freund's inkoniplettem Adjuvans aufgelost und injiziert (Boost). Ziel 
der Impfung ist, eine Iminunantwort zu provozieren, die die endogene Produktion 



II 

von Antikorpern beinhaltet, die spezifisch PipSc erkeiuien und neutralisieren 
bzw. keiinzeichnen konnen, so dalJ korpereigene Abwelmnechanismen einer Er- 
krankung vorbeugen bzw. den KaankheitsprozelJ verlangsamen bzw. stoppen 
konnen. 

Eine weitere Moglichkeit besteht darin, die synthetischen Polypeptide in der Dia- 
gnose und Therapie einzusetzen. Nach der herrschenden Konversionstheorie wird 
davon ausgegangen, dalJ Pi-pSc U nd/oder PipC auch untereinander binden. Ge- 
stiitzt wild diese Aimahme durch weitere Mappiiigversuche der Erfinder, in de- 
nen gezeigt wurde, daB (wie aus Fig. 2 zu entnelunen) rekombinantes bovines 
rbPrP an almlichen Sequenzbereichen bindet wie der oben genatuite Antikorper 
15B3. 

Die emaluiten Bindungseigenschaften kaiin man sich z.B. bet der Therapie zu- 
nutze machen. Denkbar ware, die erfindungsgemalJen Polypeptide in den Korper 
eines erkiankten Patienten himgangig zu applizieren und dort detn infektiosen 
PrpSc a ls Bindungspartner zur Verfiigung zu stelleu. Auf diese Weise koiuile 
man die Konversionsrate moglicherweise drastisch senken und das Fortschreiten 
der Kianklieit verlangsamen. Zu Diaguosezwecken ware es detikbar, in Probe- 
material eventuell erhaltenes PrP^c mittels der erfindungsgemalJen Polypeptide 
spezifisch zu binden und daim auf geeignete Weise nachzuweisen. 

Die erfindungsgemalJen synthetischen Polypeptide siud nicht auf die angegebe- 
nen Sequenzeu beschrankt. Denkbar sind auch Peptide, die in derivatisierter 
Fonn vorliegen. Interessant komite es z.B. sein, solclie Peptide mit einem Carrier 
bzw. Immunogen, wie z.B. Diphteriatoxid oder BSA zur Verstarkung der hn- 
tnunantwort zu verbinden. Eine weitere Moglichkeit der Derivatisierung ware die 
Verkniipfung mit Markern, wie z.B. Biotin oder Peroxidase bzw. mit Enzymen 
oder Nukleinsauren. Denkbar ware schlielJIich auch, Sigualsequeuzen vorzuse- 
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hen, die die Durchgangigkeit der Peptide in gewiinsclite Kompartimente erleich- 
tern. Gedacht ist dabei insbesondere an die Blut-Hirn-Scluanke, deren Passage 
dutch Verwendung von Signalsequenzen, die z.B. an Transferriiirezeptor binden, 
erleichtert werden kbnnten. 



Wie oben melufach angesprochen, sollen die erfindungsgemaBen synthetischen 
Polypeptide bei der Therapie, Diagnose und Prophylaxe von Prionerkrankungen 
Verwendung finden. In Verbindung mit alien genannten Anwendungszwecken ist 
ein wesentliches Element, daB die erfindungsgemaBen Polypeptide einzeln oder 
in Verbindung mit weiteren Substanzen einetn Palienten verabreicht werden, wo- 
bei, wie oben ausgefiihrt, derivatisierte Formeu eingesetzt werden konnen, urn die 
Gangigkeit in bestimmte Kompartimeute zu erhohen. 

Die Herstellung der Polypeptide kann auf beliebige Weise erfolgen. Entweder 
direkt Uber ubliche Peptidsynthese-Tecluiiken oder aber audi indirekt uber RNA- 
oder DNA-Synthese und daiui mittels konventioneller molekularbiologischer 
Teclmiken. Demenlsprechend richtet sich ein weiterer Aspekt der Erfmdung auf 
ein DNA-Molekul, das in der Lage ist, eins der erfindungsgemalieti Polypeptide 
zu kodieren. Vorzugsweise wird ein solches DNA-Molekul (ggf. auch in einer 
langeren Sequenz) in einem geeigneten Expressionsvektor zur Veifugung gestellt. 
Es handelt sich hierbei urn Routinetechjiiken. 

Die Erfmdung richtet sich weiterhin auch auf einen Kit zur Diagnose von PrpSc 
bzw. von AiUikorpern gegen PrpSc > der inindeslens eins der erfindungsgemaBen 
Polypeptide enlhalt. Man macht sich hierbei die Talsache zunutze, daB die Poly- 
peptide spezifisch am PrpSc UIK j an d en dagegeu gerichleteu Antikorpern zu bin- 
den vermogen. 
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Wie oben bereits angesprochen kaiin eine der zu Enniltlung der Polypeptidse- 
quenzen eingesetzten bindenden Substanzen rekombinantes bovines rbPrP sein. 
Es hat sicli ubenaschend herausgestellt, dali rekombinantes rbPrP in der Lage ist, 
spezifisch an PipSc zu binden und an der entspiechenden Peptidbank die selben 
Sequenzen zu erkennen, wie der Antikorper 15B3 (siehe Fig. 2). 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betriffi daher die Verwendung von rekombi- 
nanteni rbPrP-Protein entsprechend der Sequenz in Fig 4. Es hat sich lierausge- 
stellt, daB bei Verabreichung von rekombinantem rbPrP mil der angegebenen Se- 
quenz PrP Sc -spezifische Antikorper produziert werden. Diesen EfFekt kaim man 
sich insbesondere im Ralunen der Prophylaxe oder Tlierapie zunutze maclien, 
indem man einem Patienten rekombinantes rbPrP als Impfstoflf aufbereitel verab- 
reicht und eine entsprechende Immunantwort auslost. 

Die Ausgestaltung ist selbstverstandtich nicht auf die Verwendung von bovinem 
rbPrP gemaB Fig. 4 bescluankt. Genauso gut konnen rekombinante PrP- 
Sequenzen mit artspezifischen Abweichungen von der in Fig. 4 gezeigten rbPrP- 
Sequenz verwendet werden. 

SchlieBIich belrirTt die Erfindung audi noch ein Verfaluen zur Herstellung von 
PrpSc. spez if lsc |, en Antikorpem. Zur Inununisierung wird nicht menscliliclien 
Saugetieren mindestens eins der erfindungsgemaBeu Polypeptide in einer zur 
Immunisierung ausreichenden Dosis verabreiclit uud der dagegen gebildele Anti- 
koiper mit ublichen Methoden isoliert. 

Die erfiiidungsgemalien Peptide eignen sich schlieBlich audi zur Verwendung in 
sogenannten pharmatzeutischen oder cheniischen Libraries, mit denen neue 
Wirkstoffe getestet bzw. ermittelt werden, die spezifisch an PrpSc binden. 
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Met Lys Lys Arg Pro Lys Pro Gly Gly Gly Trp Asn Thr Gly Gly Ser 
1 5 10 is 

Arg Tyr Pro Gly Gin Gly Ser Pro Gly Gly Asn Arg Tyr Pro Pro Gin 
20 25 30 

Gly Gly Gly Gly Trp Gly Gin Pro His Gly Gly Gly Trp Gly Gin Pro 
35 40 45 

His Gly Gly Gly Trp Gly Gin Pro His Gly Gly Gly Trp Gly Gin Pro 
50 55 60 

His Gly Gly Gly Trp Gly Gin Pro His Gly Gly Gly Gly Trp Gly Gin 
65 70 75 80 

Gly Gly Thr His Gly Gin Trp Asn Lys Pro Ser Lys Pro Lys Thr Asn 
85 90 95 

Met Lys His Val Ala Gly Ala Ala Ala Ala Gly Ala Val Val Gly Gly 
100 105 no 

Leu Gly Gly Tyr /Met Leu Gly Ser Ala Met Ser Arg Pro Leu lie His 
115 120 125 

Phe Gly Ser Asp Tyr Glu Asp Arg Tyr Tyr Arg Glu Asn Met His Arg 
130 135 140 

Tyr Pro Asn Gin Val Tyr Tyr Arg Pro Val Asp Gin Tyr Ser Asn Gin 
145 ISO -15S" 160 

Asn Asn Phe Val His Asp Cys Val Asn lie Thr Val Lys Glu His Thr 
165 170 175 

Val Thr Thr Thr Thr Lys Gly Glu Asn Phe Thr Glu Thr Asp lie Lys 
180 185 190 

Met Met Glu Arg Val Val Glu Gin Met Cys lie Thr Gin Tyc Gin Arg 
195 200 205 



Glu Ser Gin Ala Tyr Tyr Gin Arg Gly Ala Ser 
210 215" 



